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はじめに
　ステロイドホルモンの生合成はコレステロール
を出発原料として，内分泌器管である副腎，精
巣，卵巣および胎盤で生合成され，分泌されてい
る．各々の内分泌器管では機能分化によりもたら
された特定の細織細胞より，化学構造上ならびに
生理機能の面からみて非常に特異性の高いステロ
イドホルモンを生合成し，分泌している．すなわ
ち副腎皮質ホルモン（corticoids），男性ホルモン
（androgens），卵胞ホルモン（estrogens）および黄
体ホルモソ（gestagens）等を生合成し，分泌して
いることになる．
　これらのステロイドホルモン生合成の過程は各
種酵素の配列と基質特異性により進行していく
が，その酵素の中には多数のチトクロームP－450
の関与するモノオキシゲナーゼR）（monooxygen・
ase：1原子酸素添加酵素）が知られている．モノ
オキシゲナーゼによって触媒される反応は次の式
によって示すことができる．
　　　RH十〇2十2H＋十2e－→ROH十H20
　この反応では溶存酵素分子の1原子が基質（RH）
に組み込まれて，基質は水酸化され（ROH），残
りの1原子が水となる反応である．さらにこの反
応には2個の電子が必要であり，還元型ピリジン
ヌクレオチドから電子伝達系を介して電子が供給
されている．ステロイドホルモンの生合成とチト
クロームP－450水酸化酵素系についての概要は数
多くの総説2β・4・5）や成書6）があるので参考にして
いただきたい，
　副腎はヒトの場合79にも満たない小さな臓器
であるが左右合わせて1日60mgにもおよぶコル
チゾールを分泌しているといわれている．コルチ
ゾールなどのステロイドホルモンの生合成は副腎
皮質（adrenal　cortex）で行なわれているが，皮質
は細胞配列と細胞形態の特徴から組織学的に外
層より球状層（zona　glomeruloza），束状層（zona
faciculata）および網状層（zolla　reticularis）の3
層に別れている．副腎皮質からは主なステロイド
ホルモンとしてコルチゾール，コルチコステロン
等の糖質コルチコイド（glucocorlicoids），および
鉱質コルチコイド（mineralocorticoids）であるア
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ルドステロンが多量に生合成され，分泌されてい
る．一方副腎由来の男性ホルモン　（adrenal　an・
drogens）であるデヒドロエピアソドロステロン
も多量に生合成され，かつ分泌されているが，そ
の存在はあまり知られていない．副腎皮質におけ
るこれらのステロイドホルモンの生合成には細織
細胞特異性があって，それぞれ糖質コルチコイド
は束状層，副腎アンドロゲンは網状層および鉱質
コルチコイドは球状層の細胞によって産生されて
いると考えられている．しかし，ステロイドホル
モン産生の細胞レベルでの調節についてはまだ未
知の部分が多い．
　著者は副腎皮質ミトコンドリアに存在し，コレ
ステロールの側鎖切断に関与するチトクローム
P－450の酵素化学的研究にたずさわる機会を得7），
その後薬物の解毒ならびに代謝に関与している肝
ミクロソームのP－450に関連し，内在性の脂質，
特にステロイドを基質とするξクロソームのP一
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コルチコイドおよびアドレナルアンドロゲン生合成に関与する酵素と生合成系路
C20，221yase：C20－C22リアーゼ，　C17，201yase：CrC20リアーゼ
3βHSD：45－3βヒドロキシスチロイドデヒドロゲナーゼ
Iso：45－∠4－3一オキソステロイドイソメラーゼ
OHase：ヒドロキシラーゼ
く≒コ：ミトコンドリアに局在するチトクロームのP－450関与する反応
←■：ミクロソームに局在するチトクロー・ムP－450の関与する反応
◆…　：ミクロソームに局在するがチトクロームP－450の関与しない反応
一 2一
Pr㏄．　HQshi　Phaτm．　No．25，1983
450に興味を持ち，現在その酵素化学的研究の一
端を行なっている．ここでは副腎皮質のコルチコ
イドとアンドロゲソ生合成の調節に関与する酵素
系，おもにチトクロームP－450モノオキシゲナー
ゼをとりあげ，主に著者らの研究結果を中心にそ
の酵素化学的性質にふれ，両種のステロイドホル
モンの生合成を酵素レベルで考察してみたい．
副腎におけるステロイド代謝
　副腎皮質におけるステロイドの生合成はすべて
のステロイドホルモンの内分泌器管がそうである
ように，例外なくコレステロールを出発原料とし
て生合成される（図1参照）．第1ステップとして
C2。，22リアーゼ（EC　1．14．1．9）の働きにより，
炭素数27のコレステロールの側鎖が切断され，炭
素数21のプレグネノロソが生合成される．この反
応はミトコソドリアで行なわれるが，ミトコンド
リア内膜に局在するフェレドキシソ要求性のチト
クロームP－450により触媒されており，ミクロソ
ームに局在するチトクロームP－450とはピリジソ
ヌクレオチドからの電子伝達系が著しく異なる．
ステロイドC20，22リアーゼについては，その酵素
化学的性質や反応メカニズムについての詳細な総
説8’9）があるので参考にしていただきたい．
　ミトコソドリアで生合成されたプレグネノPソ
は，次に小胞体に存在する3β一ヒドロキシステロ
イドデヒドロゲナーゼ（EC　1．1．1．145）と44・5一
ケトステロイドイソメラーゼ，（EC　5．3．3．1）あ
るいは17α一ヒドロキシラーゼ（EC　1．14．99．9）の
働きによりプロゲステロンと17α～ヒドロキシプ
レグネノロンになると考えられる（図1参照）．
　3β一ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼは
酸化型ピリジソヌクレオチドであるNAD＋を補
酵素とし，∠4・5一ケトステロイドイソメラーゼと
共役している．ミクロソームに局在するがチトク
ロームP－450の関与はない．表1に示したよう
に，この酵素はC21ステロイドであるプレグネノ
ロン，17α一ヒドロキシプレグネノロソのみなら
ずC・gステロイドであるデヒドロエピアンドロス
テロンも基質とすることが出来，それぞれ対応す
る3ケトー44一ステロイドを生成する1°）。
　放射能標識ステロイドである［14－14C］一プロゲ
ステロンをNADPH再生系の存在下に副腎ミク
ロソームとイソキュベーションを行なうと種々の
代謝物が得られ，経時変化を追うことにより，代
謝経路とそれに関与するNADPH要求性の酵素
を明らかにすることができる．結果は図2に示す
ように，プロゲステロソの急激な減少にともな
い，最初に17α一ヒドロキシプロゲステロソが生
成され，次に21位に水酸化されたプロゲステロソ
であるデナキシコルチコステロソが生成される．
これらはやがて減少し，それにともなって17α位
表工　副腎皮質（モルモット）ミクロソームのステロイド代謝酵素活｛生
Steroid・metabolizing
　　　ellzyme
3β一Hydroxysteroid
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with　isomerase
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C17．20　Lyase
21－Hydroxylase
Sllbstrate
Pregnenolone
17α一Hydroxypregnenolone
Dehydroepiandrosterone
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Progesterone
17α一Hydroxyprogesterone
Enzyme　activity（nmo1／min／mg　Protein）
Male
Exp．1　　Exp．2
14．0
10．7
20．5
13．7
9，4
4“5
9．2
5．7
?? 5．5
7．5
Female
Exp．1　　Exp．2
12．6
9．9
19．2
14．3
9．8
4．8
9．7
5．2
?（? ???F??
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図2　副腎皮質（モルモット）ミクロソームによるプロ
　　ゲステロンの代謝
　［4－14C］一プロゲステロン（5　nmo1）とミクロソーム
　（50μ9）を，グルコースー6一リン酸，グルコースー
　6一リン酸デヒドロヂナーゼおよびNADPHから
　なるNADPH再生系の存在下，リン酸緩衝液
　（pH　7．4）中で，経時的にインキュベーションを行
　なった。プロヂステロン（△），17α一ヒドロキシ
　プロゲステロン（○），11一デオキシコルチコステ
　ロン（●），11一デオキシコルチゾール（□），アン
　ドロスチンジオン（■）．
と21位に水酸化されたデオキシコルチゾールおよ
び側鎖切断をうけたClgステロイドであるアンド
ロステソジオソが生成される．これらの結果はモ
リモット副腎を用いて明らかにされ1°），17α一ヒ
ドロキシラーゼ，21ヒドロキシラーゼ（EC　1．14．
99．10）およびC、7．2。リアーゼの存在が示唆され
た．これらの酵素活性は一酸化炭素によって阻害
されること11），さらにNADPH要求性であるこ
とからチトクロームP－450関与の複合酵素系であ
ることが明らかである．表1にモルモット副腎ミ
クロソームの17α一ヒドロキシラーゼ，C17、20リア
ーゼおよび21一ヒドロキシラーゼ活性と基質特異
性を示したが，これらの酵素活性に雌雄差は認め
られなかった’o）．結論として，プロゲステロンは
黄体ホルモンの本体でもあるが，副腎では分泌さ
れることなく，生合成経路の中間体として得ら
れ，同じく小胞体に存在する21一ヒドロキシラー
ゼによりデオキシコルチコステロン，あるいは
17α一ヒドロキシラーゼの作用により17α一ヒドロ
キシプロゲステロンとなる．17α一ヒドロキシプ
レグネノロンも3β一ヒドロキシステロイドデヒド
ロゲナーゼと44’5一ケトステロイドイソメラーゼ
により17α一ヒドロキシプロゲステロンとなり，
21一ヒドロキシラーゼの働きによりデオキシコル
チゾールに修飾されることになる．これら小胞体
で修飾をうけたデオキシコルチコステロソおよび
アルドステロソ
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図3　副腎皮質におけるスチロイドホルモン生合成
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デオキシコルチゾールは，最終的には前述した
C2・，22リアーゼと同様ミトコンドリアに局在する
11β一ヒドロキシラーゼ（EC　1．14．15．4）によつて
コルチコステロンおよびコルチゾールとして完成
することになる（図1参照）．さらにコルチコステ
ロンの18位の水酸基導入からアルドステロン生成
までの変換もミトコンドリアで行なわれる．この
ようにミトコンドリアを離れたステロイドは小胞
体を経由して修飾をうけ，またミトコンドリアに
戻ってくることになる（図3参照）．
　一方副腎ぐこはC、7．2。リアーゼ活性も強く認めら
れており，17α一ヒドロキシプレグネノロンの側
鎖が切断されたデヒドロエピアンドロステロソが
かなり多量に生成され，その大部分がサルフェー
トとなって血中に分泌されている．ヒトの場合，
胎児期の副腎では3炉ヒドロキシステロイドデヒ
ドロゲナーゼの活性は非常に低いが，17α一ヒド
ロキシラーゼおよびCI7．20リアーゼの活性は高
く，胎児副腎での主な生成物の1つであると同時
に，副腎アンドロゲンであるデヒドロエピランド
ロステロンを多量に産生することになる．このデ
ヒドロエピアンドロステロン産生の基質となるプ
レグネノロンは胎盤でつくられ，胎児副腎で側鎖
切断をうけデヒドロエピアンドロステロンとなる
が，さらに肝臓で16α位に水酸化をうけた後，再
び胎盤でエストリオール生成の基質ともなる．こ
のように胎児・胎盤系としても相互に密接な関連
をしていると考えられる．C、7、2。リアーゼはまた
コルチゾール等の側鎖も切断し，11β一ヒドロキ
シーClgステロイドを産生する12）．これらも副腎
アンドロゲンである．
　以上述べてきたように副腎コルチコイド生合成
と副腎アンドロゲン生合成には分岐点があり，そ
の重要な酵素として17α一ヒドロキシラーゼ，C、7，
20リアーゼ，21一ヒドロキシラーゼおよび3β一ヒ
ドロキシステロイドヂヒドロゲナーゼ（44・5一ケト
ステロイドイソメラーゼと共役）が小胞体に存在
することになる．
17α・ヒドロキシラーゼ・C、7．2。リアーゼ
　17α一ヒドロキシラーゼ・Cl7，20リアーゼはコル
チゾールと副腎アンドロゲン生合成の分岐点に存
在する重要な酵素である．見かけ上17α一ヒドロ
キシラーゼ活性とC17．2。リアーゼ活性として測定
することが可能である．（表1参照）いずれの反応
もチトクロームP－450の関与するモノオキシゲナ
ーゼ反応であり，長い間別な分子からなるチトク
ロームP－450が関与していると考えられていた．
　17α一ヒドロキシラーゼ活性とC17，20リア｛ゼ
活性は精巣ミクロソームにも多量に存在してお
り，アソドロゲン生合成に関与している．著者は
以前に現Worcester　Foundation　for　Experi・
mental　BiologyのDr．　Hallのもとに留学する機
会を得，本酵素の精製，純化を手がけ，両酵素活
性は同一分子のチトクロームP－450が触媒する反
応であることを明らかにした13・14・15）．精巣ではア
ンドロゲソが生合成されるだけであり，17α一ヒ
ドロキシステロイドはこの反応中間体として考え
られるが，副腎の場合には，17α一ヒドロキシス
テロイドはコルチゾール生合成の前駆体として
も重要であり，コルチゾール生合成に関与する
17α一ヒドロキシラーゼ，および副腎アンドロゲ
ン生合成に関与するC17，2。リアーゼというような
2つの酵素を考えた方が，コルチコイドと副腎ア
ンドロゲンの生合成を合理的に説明することがで
きる（図1参照）．
　帰国してから今度は副腎ミクロソームの17α一
ヒドロキシラーゼとC17．20リアーゼについての酵
素化学的研究に着手した．ブタ副腎ミクロソーム
を原料として，コール酸によりチトロームP－450
を可溶化した後，各種カラムクロストグラフィー
により精製を試みた．しかし精製の過程において
同じミクロソームに局在するチトクロームP－450
である21一ヒドロキシラーゼ活性は分離すること
ができたが，17α一ヒドロキシラーゼ活性とG7．2。
リアーゼ活性の両活性は電気泳動的，タンパク化
学的あるいは免疫化学的にも高度に純化されたに
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もかかわらず，最後まで分離することができず，
最終的に448nmにCO差スペクトルの極大吸収
を示す分子量45，000のチトクロームP－450として
純化された16）．そこで同じくブタ精巣ミクロソー
ムから純化した17α一ヒドロキシラーゼおよび
C17，2。リアーゼの両活性を有するチトクロームP－
450との比較検討を行なった．精巣由来の本酵素
の抗体を用いて免疫化学的な検討を行なうと，精
巣由来と副腎由来の本酵素は共通な抗原決定部位
を持つことが明らかとなった16）．さらに精巣由来
の酵素に対する抗体で副腎由来の本酵素が有する
17α一ヒドロキシラーゼ活性ならびにC・7，2・リアー
ゼ活性は平衡して阻害されることも明らかにし
た17）．タソパク化学的にはわずかな分子量の違い
と，アミノ酸組成においてわずかな相異が認めら
れた17）．しかしN末端アミノ酸配列は，両臓器
由来のチトクロームP－450にっいて図4に示すよ
うに非常によく類似しており，それらの配列アミ
ノ酸は多くの疎水性アミノ酸から成り立ってい
た1τ）．チトタロームP－450が膜結合性であること
を考慮すると，疎水性アミノ酸配列部位からなる
hydrophobic　anchorが膜との結合部位である．
そのため疎水性アミノ酸からなる配列部位は同じ
配列をしている可能性も考えられ，それは疎水性
アミノ酸からなるN末端についても考えられる
ことである、しかし図4に示すように同じミクロ
ソームから精製純化した21一ヒドロキシラーゼの
N末端配列とは大きな相違が認められた18）．また
肝ミクロソームの多くのチトクロームP－450で明
らかにされているN末端配列19・2°）を比較しても，
疎水性アミノ酸から成っていることは類似してい
たが，本酵素と同じ配列は認められなかった．
　一方，酵素化学的には副腎の本酵素が3ケトー
44－C2、ステロイドであるプロゲステロンのみで
はなく，3β一ヒドロキシー45一ステロイドである
プレグネノロンも基質とすることを明らかにし，
精巣の酵素と基質特異性に関しても同じであるこ
とを認めた16）．表Hに両臓器由来の酵素のそれぞ
れの基質に対する両活性の最大反応速度Vm。x，ミ
カエリス定数Km，それに基質と酵素の結合で認
められるヘム鉄のスピン状態の変化をSoret帯の
スペフトル変化からとらえた結合常数K、を比較
　　　図4　副腎および精巣ミクロソームの17α一ヒドロキシラーゼ・C、7，2。リアーゼと副腎ミクロソー
　　　　　　ムの21一ヒドロキシラーゼのN末端アミノ酸配列の比較
17α一Hydroxylase・　　　1　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　15
　C17，201yase（Adrena1）：　Met－Trp－Val－Leu－Leu－Val－Phe－Phe－Leu－Leu－Thr－Leu－Thr－Tyr－Leu－Phe－
17α一Hydroxylase・　　　　　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　15
　C17．201yase（testicular）：Met－Trp－Val－Leu－Leu－Val－Phe－Phe－Leu－Leu－（Ser）－Leu－Th卜Tyr－Leu－Phe一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　エ　21－Hydroxylase（Adrena1）：MeレVal－Leu－VaLTrp－Leu－Leu－Leu－Leu－Thr－Thr－Leu－Lys－Ala－Gly－Ala一
表互　副腎および精巣17α一ヒドロキシラーゼ・C、7，2。リアーゼの酵素活性
Substrate
Progesterone
17α一Hydroxyprogesterone
Pregnenolone
17α一Hydroxypregnenolone
Vmax
17α一Hydroxylase
Adrenal　Testicular
　6．9　　　　4．6
3．7 3．3
C17．20　Lyase
Adrenal　Testicular
3．1
2．0
2．6
2．1
Km
（μM）
Adrenal　Testicular
　1．8　　　　1．5
　2．5　　　　2．4
　0．8　　　　0．3
　0．9　　　　0．3
Ks
（μM）
Adrenal　Testicular
　1．0　　　　0．9
　5．0　　　　5．0
　0．8　　　　0．7
　0．8　　　　0．7
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した17）．両臓器の酵素は高い類似性を示した．著
者らは両臓器の酵素は同じものであるが，わずか
に臓器特異性が認められるのではないかと考えて
いる．
　次に同一分子のチトクロームP－450が見かけ上
2つの酵素活性を示すのは，それぞれの酵素活性
に対応する活性部位が存在するのだろうか．高度
に純化されたチトクロームP－450を酵素として，
P－450還元酵素との再構成によりプロゲステロン
又はプレグネノロンを基質とする17α一ヒドロキ
シラーゼ活性と，17α一ヒドロキシプロゲステロ
ソ又は17α一ヒドロキシプレグネノロンを基質と
するC17．2。リアーゼ活性が測定可能である．　C、7、2・
リアーゼ活性は17α一ヒドロキシラーゼ活性測定
の基質であるプロゲステロン又はプレグネノロソ
により強く阻害される21）．この現象はまずC21ス
テロイドが17α位の水酸化をうけ，そのまま酵素
から離れることなくCrC2。間の切断が行なわれ
ていることを示唆している．さらに17α一ヒドロ
キシラーゼ活性もC17，2。リアーゼの基質であヒる
ドロキシプロゲステロンにより，弱いけれども競
合的な阻害現象が認められ，両活性が1つの活性
部位で触媒されている可能性を示唆した21）．その
他，基質差スペクトルの飽和実験21）および平衡透
析法による実験2’）から，ヒドロキシラーゼとリア
ーゼの活性部位は同一であろうという結論に達し
た．さらに本酵素反応によって生成される17α一
ヒドロキシステロイドはC2、ステロイドであるプ
ロゲステロンあるいはプレグネノロンからClgス
テロイドであるアンドロステンジオンあるいはデ
ヒドロエピアンドロステロンに変換される時に，
反応中間体として得られることを示唆した22）．そ
して両活性のPhotochemical　action　spectrum
から，本酵素の有する17α水酸化反応およびCr
C2。間の側鎖切断の両反応にはプロトヘムの介在
が必要であることも明らかにした23）．
21一ヒドロキシラーゼ
表皿　副腎ミクロソーム（ブタ）の2種のチトクローム
　　P－450，17α一ヒドロキシラーゼ・C17．20リアー
　　ゼ，21一ヒドロキシラーゼのアミノ酸組成の比
　　較
amino　acid
ぷ宜蹴
㏄
㎞
鍋
飽
梱
眠地
㎞伽臨
恥
恥
蝿伽恥醐
No．　of　residueslmolecule
17αOHase・
C1720　Lyase210Hase??????????
?
?????????
?????? ??? ? ???? ? ? ????
副腎ミクロソームに局在しており，プロゲステ
ロンおよび17α一ヒドロキシプロゲステロンを基
質とし，21位に水酸基を導入する酵素であり，プ
ロゲステロンおよび17α一ヒドロキシプロゲステ
ロンがコルチコイドへの第1歩を踏み出すわけで
ある．分子状酸素とNADPHを補酵素とするステ
ロイド代謝酵素がチトクロームP－450の関与して
いることを明らかにした最初の酵素でもあり2り，
歴史的な酵素でもある．
　すでにウシ，ブタの副腎ミクロソームより可溶
化され，450nmにCO差スペクトルの極大吸収
を有するチトクロームP－450として純化されてお
り，その酵素化学的性質が明らかにされている18・
?
25’26）．さらに著者らによるブタ副腎の本酵素の1
次構造解析も進行しており，表皿に17α一ヒドロ
キシラーゼ・C、7，2。リアーゼと比較してアミノ酸組
成を示した．また図4に明らかになったN末端配
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列の一部を示した．
　純化した本酵素とP－450還元酵素による再構成
において，3β一ヒドロキシー45一ステロイドであ
るプレグネノロンや17α一ヒドロキシプレグネノ
ロンは基質とならないが，3ケトー44一ステロイ
ドであるプロゲステロン，17α一ヒドロキシプロ
ゲステロソは基質となり，プロゲステロンよりも
17α一ヒドロキシプロゲステロンを基質とした時
に21位水酸化のターンオーパー数の高いことが観
察される．また本酵素とプロゲステロンを競合的
に基質とする17α一ヒドロキシラーゼ・Cl7、20リ
アーゼのターンオーパー数を比較した場合も，
21一ヒドロキシラーゼ活性のターンオーバー数は
17α一ヒドロキシラーゼ活性のそれと比較して8
倍ほど高い値を示すことが観察される27）．
3β・ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ，
△4丸ケトステロイドイソメラーゼ
　3β一ヒドロキシー45一ステロイドを3ケトー45一
ステロイドに変換する酵素が3β一ヒドロキシステ
ロイドデヒドロゲナーゼであり，二重結合をB環
からA環へ，すなわち45から44へ移行させるの
が44’5ケトステロイドイソメラーゼであり，まっ
たく作用型式の異なる酵素である（図5参照）．こ
れらの酵素はチトクロームP－450の関与は無い
が，膜結合性の酵素であり，副腎のみならず精
巣，卵巣等にも分布しており，高等動物の他にス
テロイドを炭素源として利用するバクテリアにも
認められる．
　3β一ヒドロキシー45一ステロイドをNAD＋の存
在下に副腎ミククロソームとインキユベーション
を行なうと，反応生成物として直ちに3ケトー
4しステロイドが得られ，デヒドロゲナーゼの作
用によって生成されると考えられる3ケトー45一
　　　　　　3、ラーhydroxysteroid
。。硬d竺弐
　3↓；－hydroxy－」5－s亡eroid
図5
ステロイドは検出できない28）．デヒドロゲナーゼ
とイソメラーゼが絶えず共役しているのである．
副腎ミクロソームを酵素として使用すると，3β一
ヒドロキシー45一ステロイドから3ケトー4仁ス
テロイドを1モル生成する過程は1モルのNAD＋
を補酵素として利用するが，イソメラーゼの基質
と考えられる3ケトー45一ステロイドから3ケト
ー 44一ステロイドが生成する過程は補酵素を必要
とせず，反応速度が速い28）．従って副腎のデヒド
ロゲナーゼの反応にはNAD＋を補酵素として利
用するが，イソメラーゼの反応は補酵素を必要と
しない反応ということになる．
　事実，バクテリアではtestosteroniからイソメ
ラーゼが精製，純化されており，デヒドロゲナー
ゼとは別の分子であることが明らかにされてい
る29β0）．さらに補酵素を必要としないことと，
45から∠‘への位置異性化反応が分子内水素転位
反応であるという反応メカニズムについても明ら
かになっている31ほ2）．
　一方，高等動物である哺乳類の副腎に関して
も，本酵素の分離，精製｝こついての報告があり，
純化したにもかかわらず両活性が認められるとい
う報告33）やクロマト的に両活性を分離できたとい
う報告もあり鍋，現在もなお論議されているとこ
ろである．
生合成の場での複合酵素系の相互作用
　コルチコイドと副腎アンドロゲソ生合成に関与
している17α一ヒドロキシラーゼ・C17，20リアーゼ，
21一ヒドロキシラーゼ，3β一ヒドロキシステロイ
ドデヒドロゲナーゼおよび44’5一ケトステロイド
イソメラーゼ，それに後述する電子伝達に関与し
ているフラビン酵素であるP－450還元酵素および
チトクローム65はすべて小胞体に局在している
　　　　　」4・5ketosteroid
　　　　　　　　　3keto－」；－steroid　　　　　　　　　3　keto－」4－steroid
3β一ヒドロキシー45一スチロイドから3ヶトー44一スチロイドへの転換
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図6　タンパク質が生体膜に埋めこまれたモデル
上の図はリン脂質で構成された二重層膜の中に埋め
こまれた球状タンパク質を立体的にえがいてあり，
下の図はその断面を模式している．＋，一はタンパ
ク質を構成している極性アミノ酸を示している．
（S．J．　Singer，　G．　L．　Nicolson，　Science，175，720
（1952）から転載）
膜結合性の酵素である．膜との結合は図6に示し
たSinger・Nicolsonのモデル35）が理解しやすい．
酵素タンパクの非極性アミノ酸配列からなる疎水
性部分であるhydrophobic　anchorはリン脂質で
構成された流動的な二重層膜の中に埋めこまれた
形をしており，膜の内部に疎水結合によって保持
されている．極性アミノ酸からなる親水性部分は
膜表面から突出しており，水相に接していると考
えられている。これは基質であるステロイドの疎
水的な性質と補酵素の親水的な性質を考えた時，
非常に合理的であるように思われる．
　チトクロームP－450の関与する17α一ヒドロキ
シラーゼ・C17，20リアーゼおよび21一ヒドロキシラ
ーゼはヘムタンパク質であるチトクロームP－450
を末端酵素とした複合酵素系であり，還元型ピリ
ジンヌクレオチド（主にNADPH）からP－450還元
酵素を介する電子伝達系が必要である．実際に
17α一ヒドロキシラーゼ・C17．20リアーゼや21一ヒド
ロキシラーゼはNADPHの存在下で，それぞれ
の酵素に対応するチトクロームP－450とP－450還
元酵素により活性の再構成を行うことができる．
著者らはブタ副腎ミクロソームを原料としてP－
450還元酵素を純化し，その酵素化学的性質を検
討している27）．酵素活性の再構成において，チト
クロームP－450にP－450還元酵素を加えると，チ
トクロームP－450のモノオキシゲナーゼ活性は増
加し，両者のモル比が1：1の時にモノオキシゲナ
ーゼ活性は飽和する．この結果はNADPHから
の電子伝達の際にチトクロームP－4501モルに
P－450還元酵素1モルが対応していることにな
る．しかしミクロソームに存在するチトクローム
P－450とP－450還元酵素のモル比は50：1ほどで
ある．小胞体上ではチトクロームP－450に対して
常に少ない量のP－450還元酵素が存在することに
より，複合酵素系のモノオキシゲナーゼ活性は
P－450還元酵素によって律速されていることが考
えられる．副腎小胞体に存在するモノオキシゲナ
ー ゼはその酵素の特異性を決定しているチトクロ
ー ムP－450が17α一ヒドロキシラーゼ・C17．20リ
アーゼと21一ヒドロキシラー一ビの2種類存在する
が，P－450還元酵素は一種類で，両チトクローム
P－450に電子伝達を行なっているわけである．
　さらに興味ある事実として，ブタ副腎ミクロソ
ー ムからP－450還元酵素の精製過程で，チトクロ
ー ムcを電子受容体として精製を行なうと2種類
の還元酵素が得られるのである，純化された両還
元酵素間には約6，000の分子量の違いが認められ
るが，チトクローム6やその他の電子受容体への
電子伝達は同じように行なうのである．しかしチ
トクロームP－450を電子受容体として測定した
17α叱ドロキシラーゼ，C17．20リアーゼおよび
21一ヒドロキシラーゼ活性は分子量の大きい還元
酵素により再構成できるが，分子量の小さい還元
酵素では再構成することができなかった36）．これ
らの結果は肝ミクロソームの報告37．38）と考え合わ
せると，P－450還元酵素の精製過程でライソゾ
9
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NADPII　→　CyしP－450　reductase　－一→　Cyt．　P－450
　　　　　　　　　　　　　　　＼／
NADII　→　Cyt．蘇reductase　→　Cyt．　b5
　図7　副腎ミクロソームのP－450モノオキシヂナー
　　　ゼ反応の電子伝達系路
一マル酵素により，膜との結合に関与している
hydrophobic　anchorの切断が起こり，チトクロ
ー ムεやその他の電子受容体には電子伝達を行な
うが，チトクロームP－450には電子伝達を行なわ
ないと考えられる．P－450還元酵素のNADPHと
の電子伝達は膜表面に突出した親水性部分で行な
われていることは補酵素の親水的な性質からも明
らかであるが，hydrophobic　anchorの存在しな
い分子量の小さい還元酵素がチトクロームP－450
の触媒するモノオキシゲナーゼ活性を再構成でき
ないということは，チトクロームP－450とP－450
還元酵素の結合部位がhydrophobic　anchorの部
分にあり，小胞体の膜面下で両者間の電子伝達が
行なわれていることを示唆している．
　一方，副腎ミクロソームは同じ膜結合性のヘム
タンパク質であるチトクロームb5もNADH依
存性の65還元酵素とともに存在しており，副腎
小胞体のP－450モノオキシゲナーゼ反応に図7に
示すようなチトクロームb5の電子伝達系の関与
が示唆されている．チトクロームP－450モノオキ
シゲナーゼの反応サイクルが1回転するために，
言い換えると，モノオキシゲナーゼ反応が1回タ
ー ンオーバーするために2個の電子の流入が必要
であり89），1回目の電子はP－450還元酵素を経由
して流入し，2個目の電子がb5を経由して流入
するという考え方が一般的である4°）．
　17α一ヒドロキシラーゼ・C17．2。リアーゼに関す
るチトクロームP－450モノオキシゲナーゼとチト
クローム65との相互作用は精巣の酵素について
詳細に検討されており，ピリジンヌクレオチドか
らチトクロームb5への電子伝達は図7に示した
ようにNADHからb5還元酵素を経由してくる流
れと，NADPHからチトクロームP－450を経由す
る流れが明らかにされており，後者の流れの方が
有意であるらしい41’42・48）．あらためてその電子伝
達の複雑さには驚かされるが，またその不確実性
に関してはとまどいも感じる．
　さらに最近になって明らかにされたことは，チ
トクロームP－450とP－450還元酵素から成る再構
成系にチトクローム65を添加することにより，
C・7，2・リアーゼ活性は17α一ヒドロキシラーゼ活性
よりも強い増加を示すことである42・44）．両酵素活
性を示すが1種類のチトクロームP－450の触媒す
る反応でありながら，チトクロームb5の両活性
への，すなわち17α一ヒドロキシラーゼ活性とC、7，
20リアーゼ活性への関与が異なるのである．この
現象は精巣ミクロソームから17α一ヒドロキシラ
ー ゼ・C17，20リアーゼの精製の過程で，チトクロ
ー ムb5が除かれると，リアーゼ活性が極端に低
下する14）ということからも示唆されていた．
　17α一ヒドロキシラーゼ・C17、2。リアーゼの反応
メカニズムを考える時，前述したように本酵素の
活性部位が1ケ所であり，両活性すなわち17α一
ヒドロキシラーゼ活性およびCl7，2。リアーゼ活性
にプロトヘムの介在が必要であるとすると，ミト
コンドリアのC2。，22リアーゼに関して報告されて
いるような反応メカニズムをあてはめて考えるこ
とができる．C2。，22リアーゼの場合はチトクロー
ムP－450が基質であるコレステロールを活性部位
にかかえこんだままで，分子状酵素を利用した
C2。位とC22位の水酸化とC2rC22の切断を行な
うというのである9）．すなわち数回の酸素添加に
よる水酸化反応を行なった後に脱アルキル化され
ることになる．
　17α一ヒドロキシラーゼ・C17，20リアーゼの場合
はC21ステロイドの17α位が水酸化さた，反応生
成物が酵素の活性部位を離れることなく続いて
ClrC2。の切断反応が起こるという考え方である．
その時位給される電子が，17α位の水酸化の時に
は2個ともP－450還元酵素からチトクロームP－
450に流入し，続いて行なわれるCrC2。の切断
反応には1個目の電子はP－450還元酵素から流入
するが，2個目の電子はチトクロームb5を経由
一 10一
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してチトクロームP－450へ流入することが考えら
れる．はたしてこのような仮説が成り立つであろ
うか．もし成り立つとすると，副腎小胞体ではチ
トクロームP－450の1回目のターンオーバーで
水酸化された反応中間体であろうと考えられる
17α一ヒドロキシーC2、ステロイドが，同じ小胞体
に埋めこまれている21一ヒドロキシラーゼ活性を
触媒する別の分子であるチトクロームP－450にも
ぎとられ，コルチゾールに変換されてゆくことに
なる．はたしてありえるだろうか．その回答は今
後さらにこの分野で蓄積されるであろう研究成果
を待たねぽならない．
おわりに
　ステロイドホルモンの生合成はチトクローム
P－450関与のモノオキシゲナーゼ反応を考慮しな
くては論じられない程，チトクロームP－450の存
在は不河決である．薬学の分野では薬物の代謝に
関連して，肝ミクロソームのチトクロームP－450
に関心が高く，その分野に関する研究が優先され
そうに思えるが，チトクロームP－450本来の生理
的な機能や特性を知る上で，生体のホメオスタシ
スに重要な働きをしているステロイドホルモンの
特に生合成に関与するチトクロームの酵素化学的
研究は不可決であり，かつ重要な位置を占るもの
と考える．
　謝辞　副腎ミクロソームのP－450モノオキシゲナー
ゼの酵素化学的研究を進めるにあたり，本学大谷研究
助成金および昭和57年度文部省科学研究費補助金を使
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とり上げた研究の一部はWorcester　Foundation　for
Experimental　BiologyのP．　E　Hall博士，　City　of
Hope　Research　lnstituteのJ．　E．　Shively博士との
協同研究の成果であり，両博士に御指導いただいたこ
とを付記する．
　さらに研究の場を与えて下さり，本稿を御校閲下さ
った，本学生化学教室，篠田雅人教授に感謝申し上げ
る．
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